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DAC   ダイヤモンドアンビルセル 
DHFR   ジヒドロ葉酸脱水素酵素 
IPMDH    イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素 
MDH     リンゴ酸脱水素酵素 
NAD＋
   nicotinamide adenine dinucleotide 酸化型（ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド） 
NADH    nicotinamide adenine dinucleotide  還元型(ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド)  
leuB    IPMDH をコードする遺伝子名 
BBB   Shewanella benthica 由来 IPMDH 
BBO   キメラ IPMDH：BBB の C 末端側が Shewanella oneidensis 由来 IPMDH になっている。  
BOB   キメラ IPMDH：BBB の中央配列が Shewanella oneidensis 由来 IPMDH になっている。 
BOO   キメラ IPMDH：OOO の N 末端側が Shewanella benthica 由来 IPMDH になっている。 
OBB   キメラ IPMDH：BBB の N 末端側が Shewanella oneidensis 由来 IPMDH になっている。 
OBO   キメラ IPMDH：OOO の中央配列が Shewanella benthica 由来 IPMDH になっている。 
OOB   キメラ IPMDH：OOO の C 末端側が Shewanella benthica 由来 IPMDH になっている。 
OOO    Shewanella oneidensis 由来 IPMDH 
SoIPMDH  Shewanella oneidensis 由来 IPMDH (His-Tag 付き) 
SbIPMDH Shewanella benthica 由来 IPMDH   (His-Tag 付き) 





成系の 3 番目の反応を行い、NAD+ 存在下でイソプロピルリンゴ酸を 2-オキソカプロン酸へ脱水・
脱炭酸する反応を触媒する酵素である。これまでの研究で IPMDH の加圧下の活性について、
Shewanella 属の常圧菌 S. oneidensis MR-1 由来の酵素と絶対好圧性細菌 S. benthica DB21 MT-2 の由
来の酵素で比較した結果によると、常圧菌 S. oneidensis の IPMDH では 200 MPa での活性は常圧の
33％と低く、最適生育圧力が 70 MPa の絶対好圧菌 S. benthica では 200 MPa での活性が常圧の 66％
であった。このように深海に生息する生物の酵素は、高圧力に適応していることが知られている。
しかし、その分子レベルでのメカニズムはまったくわかっていない。本研究では、絶対好圧菌 S. 
benthica DB21 MT-2 の IPMDH の耐圧メカニズムを解明することを目的とした。 
 364 アミノ酸からなる好圧菌 S. benthica と常圧菌 S. oneidensis の IPMDH の N 末端側(1-65)と C
末端側(328-364)をそれぞれ入れ替えたキメラ酵素の遺伝子を作製した。大腸菌に生産させた酵素
を精製して、加圧下で活性を測定した。その結果、中央(66-327)に好圧菌 S. benthica の IPMDH の
配列をもつものでは 200 MPa での活性が、常圧の活性の 60％以上維持され、中央に常圧菌 S. 
oneidensis の IPMDH の配列をもつものでは 40％以下に低下した。このことから、酵素の活性中心
を含む中央部分の配列が圧力耐性に関与していることが示された。また、酵素の熱安定性と反応




耐圧性の原因をさらに限定するために、常圧菌 S. oneidensis 由来の IPMDH（以下、SoIPMDH
と略す）に、１アミノ酸置換変異を導入し、加圧下の活性を調べた。その結果、野生型 SoIPMDH
では 200 MPa での加圧下の活性は 33%であったのに対し、活性中心の基質結合部位の裏側に位置
する 266 番目の Ser を好圧菌型の Ala に置換した SoIPMDH-S266A では、200 MPa での加圧下の活
性は 61%にまで上昇した。反対に、好圧菌 S. benthica 由来の IPMDH（以下、SbIPMDH と略す）
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の 266 番目のアミノ酸を Ala から常圧菌型の Ser に置換すると、200 MPa での加圧下の活性は、
SbIPMDH では 66%であったのに対して、変異酵素 SbIPMDH-A266S では 42%にまで低下した。飽
和基質濃度での酵素反応速度から活性化体積変化ΔV*を求めると、非耐圧である SoIPMDH と S
ｂIPMDH-A266S では、それぞれ、7.2 ml/mol、9.5 ml/mol であるのに比べて、耐圧である SbIPMDH
と SoIPMDH-S266A では、それぞれ、2.3 ml/mol、0.9 ml/mol と小さかった。 
この１アミノ酸の違いが立体構造におよぼす影響を調べるため、SoIPMDH と SoIPMDH-S266A
の結晶を作製し、加圧下でＸ線結晶解析を行い、立体構造を比較した。常圧では 2 つの酵素の立
体構造に大きな違いは見られなかった。しかし、580 MPa では、非耐圧の SoIPMDH では、活性中




266 番目のアミノ酸が Ser の SoIPMDH では、水分子が親水性の Ser と水素結合を起こすため溝へ





さらに、構造と耐熱性との相関がよく研究されている、高度好熱菌 Thermus thermophilus 由来の
IPMDH（以下、TtIPMDH と略す）の耐圧性を解析した。活性中心近傍にある 134 番目の Leu を
Asn に置換にした変異酵素 TtIPMDH-L134N では、野生型より耐熱性が増すことが知られている。
野生型 TtIPMDH と TtIPMDH-L134N の活性を測定したところ、野生型 TtIPMDH の 60℃, 150 MPa






以上の実験結果により、深海由来絶対好圧菌 Shewanella benthica DB21MT-2 由来の IPMDH の耐
圧性は、266 番目のアミノ酸残基が Ala であることに起因し、高圧での活性中心の裏側への水分
子の侵入のしやすさの違いが耐圧性に影響を与えていることが明らかとなった。Thermus 












































深海に適応する好圧性の微生物の存在は、1950 年頃にアメリカの海洋微生物学者 Zobel 博士よ
り提唱されていた（8）。しかしながら、実際に好圧菌が発見されたのは、その約 30 年後で、アメ
リカの海洋微生物学者 Yayanos 博士により 1979 年に初めて深海から好圧菌が分離された (9)。そ






Photobacterium 属、Colwellia 属、Moritella 属、Psychromonas 属の 5 属に含まれる。中でも Shewanella 
属の Shewanella violacea DSS12 (14) は、最適生育圧力が 30 MPa の好圧菌でありながら常圧でも
培養が可能であるという特徴があり、2004 年に全ゲノム解読が終了し（15）、好圧菌のモデル生
物の一つとされている。好圧菌がなぜ高水圧下でも生育可能かについては、同様に全ゲノム解析
が報告されている Photobacterium profundum SS9 (16) とこの S. violacea DSS12 との 2 つの菌種で
特に研究が進んできている。P. profundum SS9 では高圧条件下で膜タンパクである OmpH の発現上
昇が確認され (17)、S. violacea DSS12 では、圧力応答プロモーターが存在し、膜タンパク質 NtrB
が圧力を感知し NtrC をリン酸化する。これが、転写装置のひとつであるσ54 因子を活性化し、
高圧特異的な遺伝子発現がなされるモデルが提唱されている (18～20)。これらの結果は、ともに
膜に関連するタンパク性因子が圧力応答にかかわっているということで共通しており、非常に興














酵素であるジヒドロ葉酸脱水素酵素（DHFR）で行われてきており、好圧菌 S. violacea DSS12 由来














くの場合 200～300 MPa で多量体構造が解離し、400～800 MPa で単量体タンパク質に圧力変性が















大腸菌由来の DHFR では、活性中心残基の D27E 変異により pH 依存性が変化し、最適 pH が pH 7











3－イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素（3-isopropylmalate dehydrogenase 以降 IPMDH）は、2-オキ
ソバレリアン酸から始まる、必須アミノ酸ロイシンの生合成において、第三番目の反応として、
補酵素 NAD＋を用いてイソプロピルリンゴ酸（IPM）から 2‐オキソイソカプロン酸への脱水素、
脱炭酸の反応を触媒する酵素である（図 1）(39,40)。 IPMDH の酵素番号(EC)は 1.1.1.85 で、leuB
遺伝子にコードされている。IPMDHはホモ二量体酵素であり、サブユニットの分子量は Shewanella 
属では 39.5 KDa である (41,42)。酵素反応には、二価の金属イオン Mn2＋もしくは Mg2＋を必要と
し、その活性は、生成するNADHの 340 nmの吸光度によって測定する方法が用いられている(39)。 
本酵素には、活性中心に基質と補酵素が結合していないオープン構造(図２)と、基質と補酵素が
結合したクローズド構造の二つの構造が知られている(図 3)（43,44）。本酵素の反応機構は、好熱
菌 Thermus thermophilus のものに対して研究されており、現在 2 種類のモデルが提唱されている。
1 つ目は、IPM と NAD＋が IPMDH に順不同に IPMDH に結合してからクローズド構造になり反応
















図１ IPMDH の反応機構 (参考文献 40 より引用) 




図２ ttIPMDH オープン構造 (１XAA) 
   活性中心が開いている。(矢印) 
 
図 3 ttIPMDH クローズド構造 (4F7I) 
















 深海由来の好冷・絶対好圧菌である Shewanella benthica DB21 MT-2 株(以下 S. benthica)と大気圧
下で生息する Shewanella oneidensis MR-1株(以下 S. oneidensis)のイソプロピルリンゴ酸脱水素酵素
(3-isopropylmalate dehydrogenase, 以下 IPMDH)をコードする leuB 遺伝子が挿入されているプラス
ミドを用い、同組み換え体プラスミドを N 末端側 65 アミノ酸を相同遺伝子断片と交換したキメ
ラ、C 末端側 328 アミノ酸を相同遺伝子断片と交換したキメラ、N 末・C 末を同時に入れ替えた
キメラ leuB 遺伝子を含む、それぞれの組み換え体キメラプラスミドを作製した。作製されたキメ
ラプラスミドを大腸菌 HB101 株（leuB-）に形質転換し、大量発現させたキメラ IPMDH を硫安分
画・疎水カラム Phenyl Sepharose・ゲル濾過 TSKgel G3000SWXL で精製を行った。 
 精製したそれぞれのキメラ IPMDH を材料に活性測定を行い、耐圧性、熱安定性を求めた。そ
の結果、加圧下での活性が高いものは絶対好圧菌 S. benthica の配列を中央に持つもので、低いも
のは常圧菌 S. oneidensis 由来の配列を中央に持つものであることがわかった。また、熱安定性に









Shewanella 属は、グラム陰性細菌に属する γ-プロテオバクテリアであり、16S rRNA 遺伝子の塩
基配列を元にした解析により主に二つのグループに分類されている（62） 。好冷性および好圧性
細菌を含むグループが Shewanella Group １、低温や圧力環境に適応していないグループが
Shewanella Group 2 とされている。陸上や浅海環境から発見されている大多数の Shewanella 属は
Group 2 に属し、極域や深海底から分離されたものの多くは Group 1 に属している（図 4）。 
 
 
図 4 16S rRNA 遺伝子の塩基配列を元にした Shewanella 属の進化系統樹 
（参考文献 62 より引用） 
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Shewanella benthica DB21 MT-2 は Shewanella Group 1 に属し、マリアナ海溝深度 10,898 m
の底泥から分離された 50 MPa 以下では生育できない高度の絶対好圧性細菌である。生育至適温
度は 10℃、生育至適圧力は 70 MPa である (18)。 
Shewanella oneidensis MR-1 は Shewanella Group 2 に属し、アメリカ合衆国のオネイダ湖の
地泥から発見、分離された常温常圧細菌である。生育至適温度は 30 ℃、生育至適圧力は 0.1 MPa
であり、全ゲノム解析が終了しよく研究されている菌である (63)。 





も高かった絶対好圧菌 Shewanella benthica DB21 MT-2 の IPMDH と、常圧菌 Shewanella oneidensis
の IPMDH の１次構造と活性とを比較することで、酵素中のどの部分に耐圧性に関与する領域が



















      図 6   キメラプラスミドの構成 
 
  
図 5  Shewanella 属 4 種と大腸菌の IPMDH の耐圧性 
■ E. coli, ■S. oneidensis MR-1 , ■S. violacea DSS12  
































図 7  OOO IPMDH と BBB IPMDH のアミノ酸配列の比較 
   両者のアミノ酸配列の相同性は 87.1％ 
   配列を交換した#65 アミノ酸と#328 アミノ酸の交換部分に線を引いた 







2.3.1 大腸菌 Escherichia coli HB101株 
 Escherichia coli は、グラム陰性の桿菌で通性嫌気性菌に属する。E. coli HB101 は遺伝子型




加えた M9＋Pro の培地にて、導入された leuB 遺伝子が発現すれば、その培地上にコロニーが形成
されるので、この方法を用いて IPMDH の発現確認を行った。また、この株を用いて IPMDH を生









 ペプトン 10 g、Yeast Extract 5 g、NaCl 10 g を 1 Lの蒸留水に溶かしてオートクレーブした培地。
IPTG（終濃度 1 mM）、アンピシリン（終濃度 50 μg/ml）を必要に応じて加えて使用した。寒天培
地には 2％ Agar を加えた。 
 
・M9 培地 （表 1） 
 最少培地として M9 培地を用いた。組換え大腸菌のプレート培養には、2％ Agar とプロリン（終















表 １ M9 培地組成 
 
  試薬 1 L 中 
1 Na2HPO4・12H2O 17.6 g 
2 KH2PO4 3.0 g 
3 NaCl 5.0 g 
4 NH４Cl 1.0 g 
5 Glucose  4.0 g 
6 CaCl2       (0.1 M) 1 ml 
7 MgSO4    ( 1 M)  1 ml 




 本研究では、海洋研究開発機構 加藤千明博士より、S. benthica DB21MT-2 と S. oneidensis の leuB
遺伝子を lac プロモーター下流に導入した pUC19 ベクターの提供を受けた。 
 それぞれの leuB 遺伝子から作られる IPMDHの推定アミノ酸配列 (1 次構造) は図 7の通りであ
る。本研究では、N 末端から 65 アミノ酸を交換した N 末端交換キメラ、C 末端側の 328 アミノ酸
より後の部分を交換した C 末端交換キメラ、両側を交換したダブルキメラと元の配列を含め、全
部で 8 種類の leuB 遺伝子を含むキメラプラスミドを作製し、実験に使用した (図 8)。 
 
 
SoMR1_leuB   1 ATGAGTTATCAAATTGCAGTATTAGCGGGTGATGGTATTGGGCCTGAAGTGATGGCCGAG  60 
   ************** ** ******** ** ***** ***** ** *************** 
SbMT2_leuB   1 ATGAGTTATCAAATAGCGGTATTAGCCGGAGATGGAATTGGACCCGAAGTGATGGCCGAG  60 
 
   61 GCGCGTAAGGTGTTAAAGGCGGTTGAGGCGCGTTTTGGCCTTAATATTGAATACACTGAA  120 
   ** ** ********    ***** ***  ****** *  **    ** ***** * **** 
   61 GCACGCAAGGTGTTGGCTGCGGTCGAGAAGCGTTTCGATCTCTCAATCGAATATAGTGAA  120 
 
  121 TATGATGTCGGCGGTATCGCTATCGACAATCATGGTTGTCCATTACCCGAGGCAACGCTT  180 
   ******** ** **    ** ***** **************  * ** ***** ** **  
  121 TATGATGTTGGGGGCGCGGCCATCGATAATCATGGTTGTCCTCTGCCTGAGGCTACTCTA  180 
                Eco52I (194bp) 
  181 AAAGGTTGTGAGGCGGCCGACGCCATTTTATTTGGTTCAGTCGGTGGTCCCAAATGGGAA  240 
   ** ** ************** *** *  * ******** ** ** ***** ** *****  
  181 AAGGGGTGTGAGGCGGCCGATGCCGTGCTGTTTGGTTCTGTTGGCGGTCCTAAGTGGGAG  240 
 
  241 AAACTGCCGCCCAATGAGCAGCCTGAGCGCGGTGCACTGCTGCCTCTACGGGGTCACTTC  300 
    * ** ***** ** ** ** ******** ** ** ** *********** ** ****** 
  241 CACCTTCCGCCAAACGATCAACCTGAGCGTGGCGCGCTACTGCCTCTACGCGGACACTTC  300 
 
  301 GAGCTGTTTTGTAACCTACGTCCCGCTAAATTGCATGATGGATTAGAGCATATGTCGCCG  360 
   ***** ** *****  * ***** ******** ***   **  * ** ***********  




  361 CTACGCAGTGATATTTCTGCTCGGGGTTTCGATGTCTTGTGTGTGCGTGAGTTAACCGGC  420 
   ** ** ** ** ** ** *     ** ****** *  * ***********  ******** 
  361 CTGCGAAGCGACATATCAGAGAAAGGCTTCGATATTCTCTGTGTGCGTGAACTAACCGGC  420 
 
  421 GGGATTTACTTTGGAAAGCCTAAAGGCCGCCAAGGTGAAGGTGAGAGCGAAGAAGCCTTC  480 
   ** ***** ** ** ******** ** ** ** ** **********  ******** *** 
  421 GGTATTTATTTCGGTAAGCCTAAGGGTCGTCAGGGAGAAGGTGAGAATGAAGAAGCATTC  480 
 
  481 GATACCATGCGTTATAGCCGCCGTGAAATTAGCCGTATCGCCCGCATCGCCTTTGAAGCC  540 
   ********* * *********   ** ** ** ** ** **    ** ** ** *** *  
  481 GATACCATGAGATATAGCCGCAAAGAGATCAGGCGCATAGCTAAGATTGCATTCGAATCT  540 
 
  541 GCCCGTGGTCGGCGTAAAAAAGTCACTTCGGTCGACAAGGCAAACGTCTTGGCTTGCTCG  600 
   ****  ***** ***** ** ************** ***** *********** **     
  541 GCCCAAGGTCGTCGTAAGAAGGTCACTTCGGTCGATAAGGCTAACGTCTTGGCCTGTAGC  600 
 
  601 GTATTGTGGCGTCAAGTGGTCGAAGAAGTGGCGGTGGATTTCCCCGACGTTGAACTGGAG  660 
   *** * ****** **** ******** ** **   ***** *** ** ** ***** **  
  601 GTACTCTGGCGTGAAGTTGTCGAAGAGGTCGCTAAGGATTACCCGGATGTCGAACTCGAA  660 
 
  661 CACATCTATATCGACAACGCGACCATGCAGTTGCTGCGTCGCCCCGATGAGTTTGACGTC  720 
   ***** ******** ***** ********* ** * ***** **  **** ***** *** 
  661 CACATTTATATCGATAACGCTACCATGCAGCTGTTACGTCGTCCAAATGAATTTGATGTC  720 
 
  721 ATGCTGTGTTCTAACTTGTTTGGCGACATTCTATCGGACGAAATCGCCATGCTGACTGGT  780 
   ***** ** *********** ** ** **  * ***** ** ** ****** **** **  
  721 ATGCTCTGCTCTAACTTGTTCGGTGATATCGTCTCGGATGAGATTGCCATGTTGACCGGC  780 
 
  781 TCTATGGGCTTACTGTCTTCGGCGAGCATGAATAGCACTGGCTTTGGTTTGTTTGAACCC  840 
   ********  ** ** * ***   ******** ***   ** ** **  ***  ** **  
  781 TCTATGGGTCTATTGGCATCGATTAGCATGAACAGCCAAGGTTTCGGCATGTACGAGCCT  840 
 
  841 GCTGGTGGCAGTGCACCGGATATCGCCGGAAAGGGTATTGCTAACCCGATTGCACAAATT  900 
   ** *********** ***** ********  **** ** ***** *** * ********* 






  901 TTGTCTGCCGCATTGATGCTACGCCACAGCTTAAAGCAAGAAGAAGCGGCGAGTGCGATT  960 
    **** ** ** *** **** ** ** *** * ** *  ***** ** **    *****  
  901 CTGTCAGCGGCCTTGCTGCTGCGTCATAGCCTGAAACTTGAAGATGCTGCCCTGGCGATA  960 
                    HaeII (978bp) 
  961 GAGCGCGCTGTAACTAAGGCGCTGAATTCTGGCTACTTAACCGGTGAGCTATTAAGTAGT  1020 
   **   *** ** *  ********** *   ** ********* ***** ****    **  
  961 GAAGCCGCCGTGAGCAAGGCGCTGAGTGACGGTTACTTAACCTGTGAGTTATT-GCCAGC  1019 
 
  1021 GATC-AAAGACACAAAGCAAAAACAACCGTGCAAATGGGCGACTTTATCGCCGATGCAGT  1079 
    * * *  *   * * ** **  * ***   ** ***** ** * ******  * **  * 
  1020 AAGCGAGCGTAGCCAGGCTAAGTCTACCAGTCAGATGGGTGATTATATCGCTCAAGCCAT  1079 
 
  1080 CAAGGCAGGTGTGTGA  1095 
       * *** ** * * 
  1080 TGCCGAAGGGGTTTAA  1095 
     
図 8  SoMR1_leuB と SbMT2_leuB の塩基配列の比較と制限酵素サイト 
  両者の塩基配列の相同性は、73% 






 キメラ IPMDH の作製は、それぞれの leuB 遺伝子 (図 7・8）の制限酵素サイトにもとづき S. 
benthica DB21MT-2 と S. oneidensis の leuB 遺伝子を含む pUC19 ベクターを制限酵素で切断し配列
の交換を行った。 
 N 末端側のキメラ IPMDH は、leuB 遺伝子を含む pUC19 ベクターを制限酵素 Hind Ⅲにて leuB
遺伝子の上流のマルチクローニングサイトと Eco 52 I にて 65 アミノ酸部分を、37℃オーバーナイ
トで切断し、アガロース電気泳動 (3% アガロース S) を行い、240 bp の N 末端配列と外側の配列
を切り出し、Wizard SV Gel and PCR clean-up system にて DNA の精製を行った。精製した DNA を
配列が変わるように 3：1 の濃度で混合し、Ligation を行いＮ末端側のキメラプラスミドを作製し
た。 
 C 末端側のキメラ IPMDH は、leuB 遺伝子を含む pUC19 ベクターを制限酵素 Hind Ⅲにて leuB
遺伝子の上流のマルチクローニングサイト、Sac I にて 328 アミノ酸部分を、Hae Ⅱにて leuB 遺
伝子の下流のマルチクローニングサイトを 37℃、オーバーナイトで切断し、アガロースゲル電気
泳動(３％ アガロース S)を行った。電気泳動後、S. benthica 由来の配列は、1030 bp、250 bp のバ
ンドを、S. oneidensis 由来の配列は、1040 bp、180 bp のバンドを切り出し Wizard SV Gel and PCR 
clean-up system にて DNA の精製を行った。新しい pUC19 ベクターと精製した DNA を配列が入れ
替わるように 1:2:3 の割合で混合し、Ligation を行い C 末端側のキメラプラスミドを作製した。 
 両端を交換したキメラ IPMDH は、C 末端側のキメラプラスミドをベースに、N 末端側のキメラ
プラスミド作製と同様の操作を行い、ダブルキメラプラスミドを作製した。 
 作製したキメラプラスミドは、E. coli HB101 株に形質転換し、QIAprep spin Miniprep Kit を用い
てプラスミドを精製後、3130xl ジェネティックアナライザシーケンシングシステムを用いてシー
ケンスを行い配列の確認をした。これ以降、キメラ IPMDH は S. benthica 由来の配列は B、S. 
oneidensis 由来の配列は O と表記する。 
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 シーケンス確認に用いたプライマーは以下の 4 つで、M13 は pUC19 のベクター側から、
Shewanella は内側から配列を読むことで、全塩基配列の確認を行った。 
  
   M13 Primer M4  5’‐GTTTTCCCAGTCACGAC‐3’ 
   M13 Primer RV  5’‐CAGGA AACAGCTATGAC‐3’ 
   Shewanella Fwd  5’- GGTGGCAGTGCGACCGGA - 3’ 
   Shewanella Rev  5’ - GGCAGTCGGCCGCCTCACA- 3’ 
 
2.4.2 培養・酵素精製 
 キメラleuB遺伝子を含むE. coli HB101株を3 mlのLB＋Amp培地にて6時間培養後、２LのLB＋
Amp＋IPTG培地に3本植菌し18時間、30℃、210 rpmで培養を行った。回収した菌体を、Wash buffer 
(50 mM Tris-HCl(pH 8.0), 150 mM NaCl) で洗浄、凍結した。凍結した菌体を、TE (1 g/5 ml) に懸濁
後、リゾチーム (10 mg/ml) を1/10 vol加え、-80℃凍結、10℃融解を三回繰り返し、氷上でソニケ
ーションを行い破砕した。遠心分離機で4℃、 32,000×g、30分遠心し、上清を回収した。上清に
硫酸アンモニウムを40％、50％、55％、60％、65％、70％飽和となるよう加えて硫安分画を行い、
遠心後の沈殿の活性の高い画分を50 mM Tris-HCl (pH 8)に懸濁した。懸濁したサンプルに硫酸アン
モニウムを25％飽和となるよう加えて、50 mM Tris-HCl (pH 8) 25％飽和硫酸アンモニウムBuffer
で平衡化した Phenyl Sepharose 6 Fast Flow column (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) カラムにかけ、
50 mM Tris-HCl (pH 8) 25％硫酸アンモニウムBufferでWash後、50 mM Tris-HCl (pH 8) 硫酸アンモ
ニウム25％～0％飽和の濃度勾配で溶出し、活性の高い画分をアミコンウルトラ30 KDaで脱塩濃縮
し、50 mM Tris-HCl (pH 8) Bufferで平衡化したTsk-gel G3000SWXL HPLCカラム (Tosoh Co.,Tokyo, 






 精製した IPMDH の精製度は、ブラッドフォード法を用いてタンパク質定量を行い、2 µg の精






 IPMDH の活性測定には、高圧分光光度計で測定の際に、圧力で pH の変動が少ない Tris-HCl 
Buffer を用いた。IPMDH 活性測定液は、50 mM Tris-HCl（pH 7.6）、KCl 300 mM、MnCl2 0.2 mM
の Buffer に補酵素 NAD＋ 0.8 mM、基質 Isopropylmalate（IPM）0.4 mM を用いて 25℃で、NADH











2 mlを 5 mlチューブに入れ、IPMDHを 6分間初速度活性が維持できる濃度 (吸光度変化 0.03～0.05 








図 9 高圧分光光度計(左) と 高圧セル(右) 
 
 加圧前に 90 秒間測定を行い、直線性の高い加圧前の 30 秒間の傾きを、100%の活性とした。次
に、30 秒で加圧して目的の圧力にした。加圧により温度が上昇するので、もとの 25℃に戻るのを
待ってそこから 90 秒間活性測定を行い、この加圧中の 30 秒間の傾きを元の傾きと比較した。 






 熱安定性の測定は、精製した酵素を 1 ml の酵素反応液に 10 μl 加えた際の吸光度変化が約 0.3 
Abs/min になるように 50 mM Tris-HCl buffer にて希釈し 、10℃、20℃、25℃、30℃、40℃、48℃、
50℃、52℃、54℃、56℃、58℃、60℃、62℃、64℃の各温度で 30 分間インキュベーションし、氷







Buffer は、温度で pH が変化するので、各温度で pH 7.6 に調整したものを用いた。) 
 
 
2.4.8 最適 pHの測定 
 最適 pHの測定は、2.4.4の活性測定条件をもとにTris-HCl BufferのTris-HCl の pH を 7.2 ～ 9.2



















図 10  キメラ IPMDH の SDS-PAGE 結果          
























 精製した各 IPMDH の加圧下での活性プロファイルは、図 11 のようになった。 
 耐圧性が高いのは、共通して中央に好圧菌 S. benthica の配列を持つものであり（図中点線で表
記）、耐圧性が低いのは、中央に常圧菌 S. oneidensis の配列を持つものである (図中実線で表記)。














図 11 キメラ IPMDH の耐圧性 
□: BBB, ○: BBO,△: OBB, ▽: OBO, ■: OOO, ●: OOB, ▲: BOO, ▼: BOB. 





 精製した各 IPMDH を各温度で 30 分間インキュベーションした後の残存活性は、図 12 の結果
になった。図 12 を見ると、熱安定性が高いのは、中央に常圧菌 S. oneidensis の配列を持つもので
あり、熱安定性が低いのは、中央に好圧菌 S. benthica の配列を持つものである。この結果、熱安














      図 12 キメラ IPMDH の熱安定性 
□: BBB, ○: BBO,△: OBB, ▽: OBO, ■: OOO, ●: OOB, ▲: BOO, ▼: BOB. 




 活性測定液の温度を変化させ活性を測定した結果、図 13 の結果になった。最適温度は、熱安定
性とほぼ同じパターンを示し、常圧菌 S. oneidensis の配列を中央に持つものが最適温度も高い傾
向にあることが明らかとなった。また、低温域 10℃での活性を見ると、特に BBB と OOO の酵素
の比較で、好冷菌でもある S. benthica 由来の酵素である BBB に好冷菌酵素の特徴であった、低温
での高い触媒活性能力はないことが示唆された。しかしながら、中央部に S. benthica 由来の配列













図 13 キメラ IPMDH 活性の温度依存性 
□: BBB, ○: BBO,△: OBB, ▽: OBO,■: OOO, ●: OOB, ▲: BOO, ▼: BOB. 
点線: 中央の配列が Sb IPMDH, 実線:中央の配列が So IPMDH. 
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2.5.6 最適 pHの測定 
 キメラ IPMDH の活性を、Tris-HCl Buffer の pH を変化させ測定した(図 14)。どのキメラ IPMDH
















図 14 キメラ IPMDH の最適 pH 
□: BBB, ○: BBO,△: OBB, ▽: OBO, ■: OOO, ●: OOB, ▲: BOO, ▼: BOB. 
点線: 中央の配列が Sb IPMDH, 実線:中央の配列が So IPMDH. 
  









































ゴ酸脱水素酵素の耐圧性は 1 アミノ酸に起因する 
 
3.1 要旨 
 深海由来の好冷・絶対好圧菌である Shewanella benthica DB21 MT-2 株(以下、SbIPMDH)のイソ
プロピルリンゴ酸脱水素酵素と Shewanella oneidensis MR-1 のイソプロピルリンゴ酸脱水素酵素
(以下、SoIPMDH)のアミノ酸配列比較から耐圧性のキーとなるアミノ酸残基を特定した。
SoIPMDHを鋳型として、SbIPMDH型のアミノ酸に置換した SoIPMDH-L106M、SoIPMDH-S266A、
SoIPMDH-A268I を構築し、反対に SbIPMDH を鋳型として、SoIPMDH 型のアミノ酸に置換した
SbIPMDH-M106L、SbIPMDH-A266S、SbIPMDH-I268A を構築した。構築された各変異導入 IPMDH
を大腸菌で発現させ、精製し。精製した各酵素の耐圧性、KM・kcat、熱安定性の測定を行った。 
その結果、野生型 SoIPMDH では 200 MPa での加圧下の活性は 33%であったのに対し、活性中
心の基質結合部位の裏側に位置する 266 番目の Ser を好圧菌型の Ala に置換した SoIPMDH-S266A
では、200 MPa での加圧下の活性は 61%にまで上昇した。反対に、好圧菌 S. benthica 由来の IPMDH
での加圧下の活性は、SbIPMDH では 66%であったのに対して、変異酵素 SbIPMDH-A266S では
42%にまで低下した。その結果、266 番目のアミノ酸残基を置換した酵素の耐圧性が大きく変化を
した。これらの酵素の熱安定性を比較した結果、熱安定性は常圧菌酵素 SoIPMDH 60.7℃、


























ノ酸配列の比較を行った結果、活性中心近傍に存在する、106、266、268 の 3 つがあることが分














図 15  SoIPMDHと SbIPMDH のアミノ酸配列の比較 








海洋研究開発機構 加藤千明博士より、T5 プロモーターに lac オペレーターのついた pQE80L ベ
クター (Qiagen, Hilden, Germany)に S. benthica DB21MT-2 と S. oneidensis の leuB 遺伝子の N 末側
に His-tag 配列をつなげたプラスミドの提供を受けた。 
 
S. benthica DB21MT-2 と S. oneidensis の leuB 遺伝子を含む pQE80L ベクター (Qiagen, Hilden, 
Germany)を材料に、KOD -Plus- Mutagenesis Kit (Toyobo Co., Osaka, Japan)を用いて 1 アミノ酸置換
変異の導入を行った。変異の導入個所は、耐圧性に関与していると思われる活性中心残基近傍に
位置する相違したアミノ酸をターゲットとした。SoIPMDHを鋳型として、SbIPMDH型の L106M、




























 変異型 leuB 遺伝子を含む E. coli HB101 株を 3 ml の LB＋Amp (50 μg/ml) 培地にて 6 時間培養
後、2L の LB＋Amp (50 μg/ml)＋IPTG (0.5 mM) 培地に 3 本植菌し 18 時間、30℃、210 rpm で培
養を行い、回収した菌体を、Wash buffer(50 mM Tris-HCl(pH 8.0), 150 mM NaCl)で洗浄、凍結し
た。凍結した菌体は 1 g あたり 5 ml の Lysis buffer (50 mM Tris-HCl(pH 8.0), 300 mM NaCl, 10 mM 
Imidazole, 1 mM β-mercaptoethanol) で懸濁し、リゾチーム (10 mg/ml) を 1/10 vol 加え、氷上で
30 分間反応、ソニケーションで菌体を破砕した。遠心分離機で 4℃、32,000×g、30 分遠心し、
上清を回収し、Lysis buffer にて平衡化した Ni SepharoseTM 6 Fast Flow カラム (GE Healthcare 
Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) にアプライした。Lysis bufferにてWash後、Wash buffer（50 mM 
Tris-HCl(pH 8.0), 300 mM NaCl, 20 mM Imidazole, 1 mM β-mercaptoethanol）にて Wash を行った。
eluted buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 250 mM Imidazole)で、IPMDH を溶出後、
Amicon Ultra 30K device (Millipore Co., Billerica, MA, USA)で濃縮し、50 mM Tris-HCl (pH 8.0)にて
Buffer を置換し 50 mM Tris-HCl Buffer に置換 50 mg/ml の濃度に濃縮し、20 l づつ分注して液
体窒素で凍結し、-80℃に凍結保存を行った。KM・kcat の測定は、精製直後に行った。酵素の純










e−∆G‡/RT  (アイリングの式)より 

































    したがって 











 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.6) , 300 mM KCl, 0.2 mM MnCl2に基質 IPM と補酵素 NAD＋の濃度を
それぞれ変化させ 25℃で活性測定を行い、OriginPro 9.0J (OriginLab Co., Northampton, MA, USA) 
を用いて IPMDH の KMと kcatを求めた。NAD＋濃度を 0.8 mM に固定して、IPM 濃度を 0.01, 0.015, 
0.02, 0.035, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mM で変化させ、各 3 回測定を行いその平均値を用いて IPM
に対する KMと kcatを求めた。同様に、IPM 濃度を 0.4 mM に固定して、0.01, 0.015, 0.02, 0.035, 0.05, 
0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mM で NAD＋濃度を変化させ、各 3 回測定を行いその平均値を用いて NAD＋に










3.3.6 X線結晶構造解析・高圧 X線結晶構造解析 
 名古屋大学大学院工学研究科渡邉研究室に SoIPMDH と SoIPMDH-S266A を提供し、同研究室に
よって、酵素の結晶化、X 線結晶構造解析、および高圧 X 線結晶構造解析が行われた。結晶化は
Nagae et al，(41,42)により、25% (w/v) PEG 3350 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 、100 mM 
Na-HEPES (pH 7.0), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2、10 mM IPM の条件下でハンギングドロップ法で
結晶化した酵素が解析に用いられた。常圧構造は、キャピラリーに固定した結晶に FR-E CuKα 
X-ray source (Rigaku, Tokyo, Japan) を X線源として用い、R-AXIS V-II detector (Rigaku, Tokyo, Japan)
を使用して測定を行った。高圧下での回析は、図 16 のようなダイヤモンドアンビルセル（DAC）
内に、ハンギングドロップ法で結晶化した酵素と結晶化母液を入れて、フィルターにて結晶を動
かないように固定し、加圧してから 30 分おいて、Photon Factory の NW12A のビームラインを使
って 0.750 オングストロームの波長で行った。本実験では 580 MPa 下にて測定した。データの解
析には、HKK-2000 で回折データの指数付け、積分、スケーリングを行い、 SoIPMDH-IPM-Mg
の初期構造は Protein Data Bank の 3VKZ をサーチモデルとして用いて得て、さらに精密化してい
る。SoIPMDHの常圧での結晶構造は、Protein Data Bankに 3WZVとして、高圧下の構造は 3WZW、
SoIPMDH-S266A の常圧での結晶構造は 3WZX、高圧下の構造は 3WZY として、それぞれ登録を
行った。立体構造の比較は、PyMOL を使用して行った。580 MPa より低圧力では体積が小さくな
る以外に構造に大きな違いは見られず、これより高圧にすると結晶が溶け出した。そのため、





   
DAC(diamond anvil cell ) 
図 16 高圧 X 線結晶構造解析 
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表 3  SoIPMDH と SoIPMDH-S266A の結晶学データ  
 SoIPMDH  SoIPMDH-S266A  
 0.1 MPa  580 MPa  0.1 MPa  580 MPa  
Data collection   
Beamline  
 (X-ray generator)  
FR-E  
SuperBright  
PF-AR NW12A  FR-E  
SuperBright  
PF-AR NW12A  
Temperature  Room temperature 
Wavelength (Å)  1.5418  0.750  1.5418  0.750  
Oscillation angle  
per frame (°)  
1  
Exposure time  
per frame (s)  
30  1  30  1  
Crystal-to-detector distance 
(mm)  
100  200  100  200  
No. of crystals used  5  3  3  2  
Space group  C2 
Unit cell parameters  
a (Å)  
b (Å)  






























No. of reflections  33126  34612  32277  54381  
Rmerge (%)  6.6 (33.4)  7.6 (49.0)  4.8 (29.3)  6.3 (53.5)  
Completeness (%)  99.4 (99.4)  92.1 (94.0)  94.0 (94.4)  90.6 (92.5)  
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I/ (I)  31.7 (4.9)  29.2 (5.6) 22.6 (3.9) 22.6 (2.1)  
Redundancy  3.9 (3.8)  3.7 (3.8)  2.2 (2.2)  2.7 (2.2)  
Refinements      
Rwork (%)
  16.9  20.3  16.6  20.8  
Rfree (%)
  19.9  24.6  20.0  23.5  








































rmsd. from ideality 
Bond length (Å)  













Values in parentheses are for the highest resolution shell.  
Rmerge = ∑|Ihkl − <Ihkl>|/∑Ihkl, where Ihkl is an intensity measurement for reflection with indices hkl 
and <Ihkl> is the mean intensity for multiple recorded reflections.  





3.4.1 His- Tagによる高圧下での活性の違い 
SoIPMDH と SbIPMDH の 2 つの酵素間で His-Tag ありとなしでの、加圧下での活性に違いがあ
るか確認するため測定を行った。SoIPMDH と SbIPMDH どちらの酵素でも、His-Tag 有無での高
圧下での活性プロファイルに差は見られなかった。(図 17) 
 












図 17 SoIPMDH と SbIPMDH の His-Tag ありとなしの酵素の耐圧性 
○IPMDH of Shewanella benthica DB21MT-2 ●His-tagged IPMDH of S. benthica 
□IPMDH of Shewanella oneidensis MR-1  ■His-tagged IPMDH of S. oneidensis 
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3.4.2  1アミノ酸置換による耐圧性の影響 
SoIPMDH、SbIPMDH に 1 アミノ酸置換変異を導入した各 IPMDH の耐圧性は、図 18、19 のよ
うになった。SoIPMDH とその変異体の耐圧性を示す(図 18)。SoIPMDH-L106M、SoIPMDH-A268I
に変異を導入したものでは、野生型に比べて耐圧性に大きな影響はなく、常圧に対する 200 MPa
の活性を比較すると SoIPMDH 32.8 ±0.2%、SoIPMDH-L106M 35.8 ± 0.8%、SoIPMDH-A268I 42.8 ± 
0.8%と耐圧性に大きな違いは見られなかった。これに対して SoIPMDH-S266A は、常圧に対する
200 MPa の活性は 60.7 ± 1.0%を維持しており耐圧性が上昇した。 
 











図 18 SoIPMDH とその 1 アミノ酸変異体の耐圧性 
■: SoIPMDH, ▼: SoIPMDH-L106M, □: SoIPMDH-S266A, △: SoIPMDH-A268I. 
SbIPMDH とその変異体の耐圧性のグラフ図 19 を見ると、SbIPMDH-M106L、SbIPMDH-A266S、  
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SbIPMDH に変異を導入したものすべてで耐圧性の減少がみられた。200 MPa の活性は、SbIPMDH 

















図 19 SbIPMDH とその変異体の耐圧性 





 SoIPMDH と SbIPMDH の変異型酵素すべてで、飽和基質濃度における各圧力で反応速度 v から
（-RTln(v)）の値を縦軸としてプロットし（図 20・21）、その傾きから活性化体積を求めた(表 4)。
その結果、150 MPa を境としてどの酵素でも活性化体積が増加をした。 
SoIPMDH に、L106M、A268I に変異を導入したものでは活性化体積には元の酵素と比較して大
きな変化は見られなかった。SoIPMDH-S266A を見ると 0.1 MPa ~ 150 MPa の活性化体積が
SoIPMDH の 7.2 ± 0.5 ml mol-1から 0.9 ± 1.4 ml mol-1 に大きく減少した。一方、SbIPMDH の変異酵
素では、すべての変異で元の酵素と比較して活性化体積の増加がみられた、中でも
SbIPMDH-A266S 変異では、0.1 MPa ~ 150 MPa の活性が活性化体積の変化が大きく、SbIPMDH の
2.3 ± 1.2 ml mol











図 20  SoIPMDH と SoIPMDH 変異型酵素の活性化エネルギーと圧力 










図 21 SbIPMDH と SbIPMDH 変異型酵素の活性化エネルギーと圧力 
●: SbIPMDH, ▼: SbIPMDH-M106L,○: SbIPMDH-A266S, △: SbIPMDH-I268A. 
（△の 300 MPa データは、フィッティングから除外した。） 











IPMDHs       ΔV*(ml mol-1) 
0.1~150 MPa  150 ~300 MPa  
SoIPMDH  7.2 ± 0.5 20.4 ± 2.3 
SoIPMDH-L106M 11.3 ± 1.3 20.9 ± 1.9 
SoIPMDH-S266A  0.9 ± 1.4   20.9 ± 1.1 
SoIPMDH-A268I  9.5 ± 0.8 16.7 ± 2.2 
SbIPMDH  2.3 ± 1.2 11.8 ± 0.7 
SbIPMDH-M106L  5.4 ± 0.7 12.3 ± 2.3 
SbIPMDH-A266S  9.5 ± 1.7 16.3 ± 1.3 
SbIPMDH-I268A   8.0 ± 1.5 19.7 ± 3.1 
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3.4.4 KMと kcatの測定 
SoIPMDH と SbIPMDH、すべての変異酵素について KMと kcatを求めた (表 5)。IPM と NAD＋
の KMを比較すると、IPM の KMは、12.2 ～ 34.5 μM の間で、NAD
+の KMは 70.8 ～ 278.5 μM の






表 5 各 IPMDH における KM・kcat 
IPMDHs IPM   NAD
+
 
  KM (μM) kcat (s
-1
) kcat／KM KM (μM) kcat (s
-1
) kcat／KM 
SoIPMDH 14.1 ± 2.4 17.4 ± 0.5 1.23  81.4 ± 9.9 17.1 ± 0.6 0.21 
SoIPMDH-L106M 12.2 ± 1.2 48.1 ± 0.8 3.92  70.8 ± 4.3 50.5 ± 0.8 0.71 
SoIPMDH-S266A 22.6 ± 6.7 16.7 ± 1.2 0.74  75.6 ± 1.8 15.6 ± 0.1 0.21 
SoIPMDH-A268I 34.5 ± 6.2 16.1 ± 0.8 0.47  278.5 ±36.5 17.4 ± 0.8 0.06 
SbIPMDH 12.2 ± 0.7 16.4 ± 0.2 1.35  105.8 ± 7.2 18.7 ± 0.4 0.18 
SbIPMDH-M106L 23.9 ± 6.0 14.8 ± 0.9 0.62  79.0 ± 5.4 15.2 ± 0.3 0.19 
SbIPMDH-A266S 34.4 ±10.7 20.4 ± 1.6 0.59  237.9 ±17.6 23.7 ± 0.5 0.10 







 熱安定の測定の結果（図 22、表 6）、各 IPMDH の熱安定性の半減温度は、SoIPMDH で 60.7℃、












図 22 各 IPMDH の熱安定性 
■SoIPMDH, □ SoIPMDH-S266A, ●SbIPMDH, ○ SbIPMDH-A266S, 
表 6 各 IPMDH の熱安定性の半減温度 
IPMDHs T1/2 (℃) 
SoIPMDH  60.7  
SoIPMDH-S266A 61.4  
SbIPMDH 56.5 
SbIPMDH-A266S 54.1  
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3.4.6 X線結晶構造解析・高圧 X線結晶構造解析 
SoIPMDH と SoIPMDH-S266A の常圧と 580 MPa での立体構造が、共同研究者である名古屋大学
大学院工学研究科渡邉研究室の永江峰幸特任助教によって決定された。 SoIPMDH と
SoIPMDH-S266A との常圧下の立体構造を比較すると、1 アミノ酸置換で変異を導入した 266 番目
の Ser と Ala の違い以外、構造的な違いは見られなかった（図 24a と c）。SoIPMDH の常圧と高圧
の構造を比較すると、高圧構造の体積が 97 %ぐらいに収縮していたが、大きな構造の違いは見ら
れなかった(図 23)。違いが見られたのは SoIPMDH では、580 MPa で活性中心の裏側の溝に存在す
る Leu106、Pro108 と Leu305、His309 の間に 3 つの水分子が局在しているのが確認された（図 24b）。
（現状では、分解能が不足しており局在比は計算できない。）水分子は、Ser266 の側鎖の OH と
Wat739、Wat739 と Wat738、Wat738 と Wat740 と水素結合をしている。それに対して、






















図 24 活性中心の裏側の溝付近の立体構造 










図 25 活性中心の表側の活性中心付近の立体構造 






















 深海由来絶対好圧菌 S. benthica DB21MT-2 の IPMDH の耐圧性が高い理由を明らかにするため、
1 アミノ酸置換で変異を導入しその耐圧性を測定した。その結果、常圧型酵素 SoIPMDH の Ser266
を深海型酵素 SbIPMDH の Ala266 に 1 アミノ酸置換することで、その耐圧性が著しく上昇し、
SbIPMDH とほぼ同等の耐圧性を示すことが明らかとなった。反対に SbIPMDH の Ala266 を





ると、常圧条件では、カイネティックスパラメーター (KMと kcat) や熱安定性などに、変異前の酵
素と比較して大きな違いは見られなかった。0.1～150 MPa までの高圧条件での活性化体積変化
ΔV*を比較すると、深海型酵素 SbIPMDH と SoIPMDH-S266A の値は、2.3, 0.9 ml/mol と小さく、
常圧型酵素 SoIPMDH、SbIPMDH-A266S の値は 7.2, 9.5 ml/mol と大きく、顕著な差がみられた。
これら 4 種の酵素すべてで、150 MPa 以上では、活性化体積変化V*の増加がみられた。150 MPa
を境としたこの変化は、反応経路上の複数の活性化状態で活性化体積が異なり、圧力上昇によっ
て律速段階が交換することを表している。 
SoIPMDH と SoIPMDH-S266A の X 線結晶構造解析の結果を比較すると、変異が導入されてい
る活性中心の裏側の溝に存在する Leu106、Pro108 と Leu305、His309 の間に常圧では構造的な違
いは見られない。しかしながら、580 MPa の高圧下での構造では、Ser266 を持つ SoIPMDH では
Leu106、Pro108 と Leu305、His309 との間に３つの水分子の電子密度が観察される。SoIPMDH の
Ser266 においては、側鎖の OH と水分子が水素結合を起こすために活性中心裏側の溝の隙間に水
分子が滞在しやすいためと考えられる。反対に、この部位がAla266の SoIPMDH-S266AではLeu106、





は、酵素のクローズド構造を安定化していると考えられる。IPMDH の律速段階は、好熱菌 Thermus 
thermophilus 由来の酵素の研究結果から、次のようなモデルが考えられている (46)。酵素反応前










 本章のまとめとして、深海由来絶対好圧菌 Shewanella benthica DB21MT-2 由来の IPMDH の高













Thermus thermophilus の IPMDH(以下 TtIPMDH と略す)を材料とし、アミノ酸置換により耐熱化し
た 5 種の変異酵素を用いてその耐圧性を調べた。野生型 TtIPMDH の 60℃,150 MPa における活性
















が、Shewanella benthica DB21MT-2 由来の IPMDH の活性の耐圧性が、266 番目のアミノ酸残基一
つの違いに起因しており、その耐圧性と熱安定性の間には相関関係は存在しないことが明らかと
なった。熱安定性と耐圧性の関係についてより明らかにするため、熱安定性の上昇した変異体が
得られている Thermus thermophilus 由来の IPMDH で、加圧下の活性を測定することにした。
Watanabe と Yamagishi(50)が解析した変異体のうち 5 つを用いた。 
用いた酵素とそれぞれに対して報告されている活性の半減温度は、TtIPMDH 87.4℃、
TtIPMDH-L134N 91.3℃、TtIPMDH-V181T 89.1℃、TtIPMDH-A335E 88.3℃、TtIPMDH-SUP3 






pET21ベクターに Thermus thermophilus由来の IPMDH (TtIPMDH) とその 1アミノ酸置換により熱
安定性上昇させた変異酵素、TtIPMDH-L134N、TtIPMDH-V181T、TtIPMDH-A335E、TtIPMDH-SUP
３(V181T/P324T/A335E)、TtIPMDH-SUP4(L134N/V181T/P324T/A335E)をコードしている各 leuB 遺
伝子を含むプラスミド 6 種、および E.coli BL21 株の leuB 遺伝子を欠損させた発現用変異大腸菌






 Thermus thermophilus 由来 leuB 遺伝子、および各種変異型 leuB 遺伝子を含む E. coli MA153 株
を 3 ml の LB＋Amp (50 μg/ml) 培地にてオーバーナイトで培養後、2 L の 2×TY (Bacto Yeast Extract 
1 ％、Bacto Tryptone 1.6 ％, NaCl 0.5 ％)＋Amp (50 μg/ml) 培地に植菌し OD 0.3 付近で IPTG (0.5 
mM) になるように添加、8 時間培養を行った。回収した菌体を、Wash buffer (50 mM Tris-HCl (pH 
8.0), 150 mM NaCl) で洗浄、凍結した。凍結した菌体は Lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 
mM NaCl, 1 mM β-mercaptoethanol) に 1 g /5 ml になるように懸濁、リゾチーム (10 mg/ml) を 1/10 
vol 加え、氷上で 30 分間反応、ソニケーションで菌体を破砕した。遠心分離機で 4℃、32,000 ×g、
30 分遠心し、上清を回収した。70℃10 分の熱処理を行い大腸菌由来のタンパク質を変性させ、遠
心分離機で 4℃、32,000 ×g、30 分遠心し、上清を回収し、粗精製サンプルを耐圧性の測定に使用
した。 
活性中心残基近傍に変異がある L134N、および野生型酵素 TtIPMDH に関しては、ジャーファ
メンターにて 20L のタンク培養を行い、菌体を回収した。粗精製サンプルと同様の方法で菌体を
破砕し、上清を回収、80℃20 分間熱処理を行い遠心分離機で 4℃、32,000 ×g、30 分遠心し、上清
を回収した。その後、50 mM Tris-HCl Buffer (pH 8.0) で平衡化した DEAE Sepharose Fast Flow (GE 
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) カラムに上清を添加し、50 mM Tris-HCl Buffer (pH 
8.0) で Wash 後、50 mM Tris-HCl Buffer (pH 8.0) に KCl 0～400 mM の濃度勾配で溶出を行った。
活性各分に硫酸アンモニウムを 40%飽和加えて、IPMDH を沈殿させて回収し、沈殿を 50 mM 
Tris-HCl Buffer (pH 8.0) に懸濁し、25%飽和の硫酸アンモニウムを加えて、50 mM Tris-HCl Buffer 
(pH 8.0)・25%飽和硫酸アンモニウム Buffer で平衡化した、Butyl Sepharose High Performance (GE 
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) カラムに添加し、50 mM Tris-HCl Buffer (pH 8.0)・25
～0％飽和硫酸アンモニウム Buffer で溶出を行った。溶出した画分は、アミコンウルトラ 30 KDa





IPMDH の活性測定は、「2.4.5 高圧下での IPMDH の活性測定」と同様の方法で、 






 TtIPMDH、TtIPMDH-L134N の結晶化は、PEG/ION 1・2、Crystal ScreenⅠ・Ⅱ、Wizard Ⅰ,Ⅱ,
Ⅲ、Index、Cs cryo の結晶化スクリーニングキットを用いて、シッティングドロップ法で 480 パタ
ーンの条件の検討を行った。その結果 19 条件で結晶がみられ、構造解析が可能に見える結晶は 7
条件、リン酸や硫酸アンモニウムを使わない条件で、高圧 X 線結晶構造解析が可能であると考え
られた結晶はCrystalScreenの 17番 0.2 M LiSO4,0.1 M Tris-HCl (pH8.5)、30％ pEG4000で得られた。 
そこで、その条件を中心に、0.15～0.2 M LiSO4、0.1 M Tris-Hcl(pH7.6～8.8)、40～25％ PEG4000
で、ハンギングドロップ法とシッティングドロップ法を用いて 20℃にて結晶化条件の検討を行っ
た。結晶ができるのは、0.2 M LiSO4、0.1 M Tris-HCl (pH8.0～8.6)、40～30％ PEG4000 の結晶化条
件で、酵素量が 25 mg/ml 以上の濃度の IPMDH の時に 3 日～1 週間で結晶が観察された (図 25)。
TtIPMDH と TtIPMDH-L134N の結晶のでき方を比較すると、TtIPMDH-L134N の結晶ができやすい
傾向があり、ハンギングドロップ法とシッティングドロップ法では、シッティングドロップ法の
結晶ができやすかった。常圧の構造解析用に 0.1 M Tris-HCl (pH7.6～8.8)、0.8～2.0 M 硫酸アンモ
二ウム、ハンギングドロップ法を用いて作製した結晶は、pH に関係なく、硫酸アンモニウムが








      
 
 
  図 25 TtIPMDH L134N 結晶      図 26 TtIPMDH L134N 結晶 
 
4.4.4 結晶構造解析 
 名古屋大学大学院工学研究科渡邉研究室との共同研究により X 線結晶構造解析を行った。0.2 M 
LiSO4、0.1 M Tris-HCl (pH8.4)、30％ PEG4000 の結晶化条件と 0.1 M Tris-HCl (pH7.6～8.8)、0.8～
2.0 M 硫酸アンモ二ウムの結晶化条件でできた結晶の X 線結晶構造解析の結果、TtIPMDH と
TtIPMDH-L134N のどちらの結晶も、2.1 Åの分解能となった。今回詳細な解析を行ったのは、0.1 
M Tris-HCl (pH8.0)、1.2 M 硫酸アンモ二ウムの条件で作製した結晶を用いて解析を行った。FR-E 
CuKα X-ray source (Rigaku, Tokyo, Japan)を線源とし、R-AXIS V-II detector (Rigaku, Tokyo, Japan)を
使用して、カメラ長 120mm、30 秒露光、振動角 1 度 0～91 フレームでデータを測定した。デー
タの解析には、HKK2000 で回折データの指数付け、積分、スケーリングを行い、CCP4：MOLREEP
プログラムを使用して、Thermus thermophilus の IPMDH（PDB 番号 １XAA）を用いた分子置換法







 粗精製酵素による、高圧下の活性測定の結果を図 26 に示す。TtIPMDH と比較をすると
TtIPMDH-V181T、TtIPMDH-A335E、-SUP3 (V181T/P324T/A335E) の 3 つの変異型酵素では、耐
圧性がほとんど変化をしていない。これに対して TtIPMDH-L134N 、 -SUP4 (L134N/ 














 図 26 TtIPMDH とその 1 アミノ酸置換の耐圧性 
■TtIPMDH-wt □TtIPMDH-L134N ●TtIPMDH-V181T ▲TtIPMDH-A335E 




















図 27  TtIPMDH と TtIPMDH L134N の耐圧性 






 TtIPMDH と TtIPMDH-L134N で、飽和基質濃度における各圧力で反応速度 v から（-RTln(v)）
の値を縦軸としてプロットし（図 28）、その傾きから活性化体積を求めた(表 7)。TtIPMDH は 15.2 
± 1.4 ml mol













図 28 TtIPMDH と TtIPMDH L134N 変異型酵素の活性化エネルギーと圧力 
■TtIPMDH-wt □TtIPMDH-L134N 
 
     表 7 各 IPMDH における活性化体積 ΔV* 
  
IPMDHs       ΔV*(ml mol-1) 
0.1~300 MPa  
TtIPMDH-wt 15.2 ± 1.4 




 4.5.1.に示したように、 L134N 変異のある 2 つの変異体 TtIPMDH-L134N, TtIPMDH 
SUP4(L134N/V181T/P324T/A335E)で耐圧性が低下した。そこで、名古屋大学大学院工学研究科渡
邉研究室との共同研究によって、TtIPMDH と TtIPMDH-L134N 両者の立体構造を決定した。
TtIPMDH と TtIPMDH-L134N 主鎖の骨格を比較すると大きな違いは見られなかった (図 29)。
L134N の部分を注目してみると、TtIPMDH では、134 番目の Leu が活性中心残基の真ん中に位置
し、その隣の Thr135 が奥の方に存在している。TtIPMDH-L134N では、134 番目の Leu が Asn に
変わり少し手前に来るとともに、隣の Thr135 も手前に移動をしている。裏側から見ると 99 番目













図 29 TtIPMDH と TtIPMDH-L134N の活性中心側から見た構造と活性中心近辺 
    水色が TtIPMDH の構造、Leu134 とその隣の Thr を青色で表示している。 









図 30 活性中心裏側からの構造 シートの端の部分の構造が違う。 
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見られず、アミノ酸が置換されている 134 番目のアミノ酸とその隣の 135 番目 Thr の 2 つのアミ
ノ酸残基にのみ違いがあることがわかった。熱安定性に着目をしてみると、元の TtIPMDH では、
134 番目の Leu と 135 番目の Thr が少し奥に存在しているが、TtIPMDH L134N では、134 番目の
アミノ酸が Asn に置換されることで、活性中心側にアミノ酸残基が移動し、その間を埋めるよう
に 135 番目の Thr も手前に移動してきている。 
水素結合を求めるプログラムである PIPE（http://pipe.ibibiosolutions.com/）で 2 つの構造を比較
すると、TtIPMDH-L134N では、TtIPMDH と比べると主鎖－側鎖の水素結合が 20 か所、側鎖－側
鎖の水素結合が 3 か所減少し、かわりに主鎖－主鎖の水素結合が 27 か所増加した。この水素結合
の変化が、酵素の熱安定性の上昇に関与している一因であると考えられる。しかし、Asn134、Thr135
が手前に移動するとともに、裏側に存在する活性中心残基の溝が拡大をしている (図 27)。、S. 
oneidensis の野生型 IPMDH のように、この裏側の溝が拡大することで、高圧下での水和水の安定
化が起こりやすくなっている可能が考えられる。今後、高圧での X 線結晶構造解析をすることで、
この部分の構造の違いにより水分子が局在しやすくなっているか明らかになるものと考えられる。 






第 5 章 総合考察 
 本研究では、深海微生物の酵素の高圧環境への適応メカニズムを明らかにするため、絶対好圧
菌Shewanella benthica DB21 MT-2の IPMDHを材料にその耐圧性が高い理由を明らかにすることを
目的とした。 
第 2 章において、S. benthica と常圧菌 S. oneidensis の IPMDH のキメラ酵素を作製することで、
熱安定性・耐圧性に関与する領域が中央のアミノ酸配列にあることが示した。 
 第 3 章において、S. benthica と S. oneidensis の IPMDH に、1 アミノ酸置換を導入し、耐圧性と
熱安定性を測定した結果を示した。SoIPMDH の 266 番目の Ser を SbIPMDH 型の Ala に置換する
と、その耐圧性が著しく上昇した。反対に SbIPMDH の 266 番目の Ala を SoIPMDH 型の Ser に置
換をすると耐圧性が低下した。この結果から、Shewanella IPMDH の高圧環境への適応は、266 番
目の１アミノ酸残基に起因しており、活性中心の裏側にあるこの残基が重要であることが明らか
となった。野生型 SoIPMDH と SoIPMDH-S266A の X 線結晶構造解析の結果を比較すると、常圧
下では変異が導入されている活性中心の裏側に構造的な大きな違いは見られない。ところが





のと考えられる。この描像は、高圧 X 線結晶構造解析をすることで初めて得られたものである。 
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